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3. Le present avis est accompagne d'une copie de ia demande internationale publiee par le Bureau international le 
03 juillet 1997 (03.07.97) sous le numero WO 97 23510 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 
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I'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 



□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 



Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 

II □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d'application 

industrielle 

IV □ Absence d'unite de invention 

V K Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI S Certains documents cites 

VII □ lrregularit.es dans la demande intemationale 

VIII □ Observations relatives a la demande intemationale 
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1. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (/es feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
/'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-25 version initiate 

Revendications, N°: 

1-15 version initiale 

Dessins, feuilles: 

Ml -in version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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II. Priorite 

1 . □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que les 

documents suivants n'ont pas ete remis dans le delai present : 

□ copie de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

□ traduction de la demande anterieure dont la priorite a ete revendiquee. 

2. □ Le present rapport a ete formulee comme si aucune priorite n'avait ete revendiquee, du fait que la 

revendication de la priorite a ete jugee non valable. 

Pour les besoins du present rapport, la date de depot international indiquee plus haut est done 
consideree comme la date pertinente. 

3. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui conceme : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 

□ les revendications nos . 

parce que : 

□ la demande intemationale, ou les revendications nos en question, se rapportent a I'objet suivant, a I'egard 
duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
nos en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 

(preciser) : 

□ les revendications, ou les revendications nos en question, ne se fondent pas de facon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications nos en question. 
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IV. Absence d'unite de I'invention 

1 . En reponse a I'invitation a limiter les revendications ou a payer des taxes additionnelles, le deposant a 

□ limite les revendications. 

□ paye des taxes additionnelles. 

□ paye des taxes additionnelles sous reserve. 

□ ni limite les revendications ni paye des taxes additionnelles. 

2. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime qu'il n'est pas satisfait a I'exigence d'unite 
d'invention et decide, conformement a la regie 68.1 , de ne pas inviter le deposant a limiter les revendications ou a 
payer des taxes additionnelles. 

3. L'administration chargee de I'examen preliminaire international estime que, aux termes des regies 13.1 ,13.2 et 
13.3, 

□ il est satisfait a I'exigence d'unite de I'invention. 

□ il n'est pas satisfait a I'exigence d'unite de I'invention, et ce pour les raisons suivantes : 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'objet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

□ toutes les parties de la demande. 

□ les parties relatives aux revendications nos . 
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V. Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1 


- 15 




Non : 


Revendications 






Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1 


- 15 




Non : 


Revendications 






Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1 


- 15 




Non : 


Revendications 







2. Citations et explications 

Voir la feuille separee, paragraphe 1. 

VI. Certain documents cites 

1 . Certains documents publies (regie 70.10) 
Voir la feuille separee, paragraphe 2. 

2. Divulgations non ecrrtes (regie 70.9) 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 

VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR96/02041 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



1 . L'administration chargee de I'examen preliminaire international considere que 
I'objet des revendications 1-15 n'est ni decrit ni suggere dans les documents 
cites dans le rapport de recherche preliminaire international et satisfait done aux 
conditions enoncees aux articles 33(2) et (3) PCT. 

Le document D1 = J. Cell. Biochem. Sup. 18A, 1994, p. 328 XP000602723, 
abrege EZ311, decrit la preparation d'anticorps anti-idiotypiques du VEGF; 
cependant, il ne contient aucune information relative a leurs proprietes. 

En effet, a la lecture de I'abrege D1, I'existence d'anticorps anti-idiotypiques du 
VEGF etant un ligand specifique de KDR (ou Flk-1) et non de fit (revendication 9) 
ou ayant les caracteristiques specif iques selon la revendication 10 n'etait pas du 
tout evident. 

En outre, les caracteristiques techniques essentielles des revendications 1 et 2 
("sans stimuler les cellules endothelials quiescentes" et "stimulation selective du 
recepteur KDR") ne sont nullement mentionnees dans les documents de Tart 
anterieur disponibles . 

Puisque toutes ces caracteristiques conferent audits anticorps une panoplie 
d'avantages techniques imprevus (voir les pages 5 - 6 de la description), I'objet 
des revendications 1-15 implique une activite inventive. 

2. Le document D2 = C.R.ACAD.SCI.Paris, Science de la vie 319, mai 1996, 
pages 411 - 415 a ete publie avant la date de depot, mais apres la date de 
priorite de la presente demande. 

A condition que la date de priorite revendiquee puisse-t'etre accordee, D2 
n'appartient pas a I'etat de la technique defini a la regie 64(1) PCT. 
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ANTICORPS ANTI-IDIOTYPIQUES DU FACTEUR DE CROISSANCE 
ENDOTHELIALE VASCULAIRE ET LEUR UTILISATION COMME 

MEDICAMENTS. 

5 L' invention a pour objet des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 

croissance endotheliale vasculaire et leur utilisation comme medicaments. 

Le VEGF (vascular endothelial growth factor, c'est-a-dire : du facteur de 
croissance endotheliale vasculaire) est actuellement reconnu comme l'acteur majeur 
des neovascularisations non controlees observees dans la progression tumorale 

10 (revue dans Folkman), la retinopathie diabetique (Malecaze, 1994) ou la 
polyarthrite rhumatoide (Fava, 1994), II s'agit d'une glycoprotein de 46 kDa se 
Iiant a l'heparine (Plouet Ferrara Connolly). Au moins 3 formes homodimeres de 
121, 165 et 189 acides amines sont generees par epissage alternatif de l'ARN pre- 
messager. Le VEGF de 165 acides amines sera designe par VEGF 165. Outre son 

15 role angiogenique le VEGF stimule la permeabilite capillaire (Connolly, 1989). Le 
role du VEGF dans la tumorigenese a ete suspecte par 1' observation que l'hypoxie 
accompagnant la necrose tumorale augmentait l'expression de ses ARNm. D'autre 
part le VEGF est surexprime dans de nombreux cas de pathologie tumorale. De 
plus l'injection d'anticorps anti-VEGF inhibe la croissance de tumeurs (Kim, 

20 1993). 

Or un facteur de croissance peut induire de nombreux effets differents 
selon qu'il se lie a l'un ou a l'autre de ses recepteurs, par exemple la proliferation 
et la survie. Done l'immunoneutralisation peut avoir des effets benefiques en 
inhibant la proliferation mais aussi des effets indesirables en diminuant la survie. 

25 L' analyse des fonctions mediees in vivo par un recepteur de facteur de croissance 
se liant a l'heparine tels que le VEGF ou les FGFs (fibroblast growth factor) se 
heurte a deux ecueils majeurs. D'une part la combinatoire des interactions entre 
ligands et recepteurs est fort complexe car un facteur de croissance peut se lier a 
plusieurs recepteurs et de meme plusieurs facteurs de croissance peuvent se lier a 

30 un meme recepteur. Ainsi les produits de 9 genes codant pour les FGFs disposent 
des produits de 5 genes codant pour des recepteurs des FGFs. D'autre part leur 
forte affinite pour les glycosaminoglycanes fait que les facteurs de croissance tels 
que VEGF ou FGF sont sequestres dans les matrices extracellulaire et ne sont 
retrouves qu'au voisinage immediat (moins de 0,5 mm) de leur lieu de synthese ce 

35 qui rend difficile 1' apprehension de leur role in vivo. 
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Deux genes differents codent pour des tyrosine kinases transmembranaires 
identifiees comme des recepteurs du VEGF : le KDR chez 1'homme (Terman, 
1992) ou le flk-1 chez la souris (Millauer, 1993) et le flt-1 (DeVries, 1992). 

II a etc montre que les ARN messagers du recepteur flk-1 etaient presents 
5 dans les cellules endothelials lors de l'embryogenese et disparaissaient chez 
l'adulte (Millauer, 1993). Les seules cellules non endothelials ou le flk-1 a ete 
retrouve sont les cellules stromales du cordon ombilical (Quinn, 1993). D'autres 
auteurs ont demontre la presence d'ARNm de flk-1 dans les cellules endotheliales 
des sinusoides hepatiques adultes (Yamane, 1994), les glomerules adultes 
io (Millauer, 1994) et les ilots p de Langerhans (Oberg, 1994). 

De meme 1' inoculation concomitante de cellules tumorales et de cellules 
infectees par des recepteurs flk-1 dominants negatifs inhibe la croissance tumorale 
(Millauer, 1994). 

L'un des buts de 1' invention est de proposer l'utilisation d'anticorps anti- 
15 idiotypes de facteurs de croissance a affinite pour l'heparine permettant de cibler 
specifiquement sur l'un ou l'autre de leurs recepteurs un nouveau type d'agonistes 
circulants . 

L'un des autres aspects de 1' invention est de fournir des agonistes de 
recepteurs de facteurs de croissance ayant une specificite appropriee et une longue 
20 duree de demi-vie. 

L'un des autres buts de l'invention est de fournir des images internes des 
domaines de liaison du VEGF a KDR qui du fait de leur structure 
immunoglobulinique sont circulants. 

L'invention concerne des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
25 croissance endothelial vasculaire pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
processus d'angiogenese, soit pour inhiber l'angiogenese, soit pour favoriser 
l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, ou pour la 
preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant des cellules 
30 endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese. 

L' expression "cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese" signifie cellules endotheliales migrant a travers la lame basale et se 
multipliant. 

Pour determiner si des cellules sont engagees dans un processus 
35 d'angiogenese, on peut avoir recours a 1' immunomarquage a l'aide d'anticorps 
diriges contre l'integrine p3 (Brooks et al., Cell, 1994, 22:1157-1164). 
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L'expression "cellules endothelials quiescentes" signifie cellules 
endotheliales des vaisseaux adultes normaux, non angiogeniques. 

L'invention concerne l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur 
de croissance endothelial vasculaire pour la preparation d'un medicament destine 
5 au traitement de pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, 
par stimulation selective du recepteur KDR. 

L'expression "cellules endotheliales angiogeniques" designe les cellules 
impliquees dans un processus d'angiogenese. 

Les anticorps anti-idiotypes de l'invention reconnaissent le recepteur 
10 humain KDR (ou le recepteur murin flk-1), mais ne reconnaissent pas le recepteur 
flt-1. 

Grace aux anticorps anti-idiotypiques de l'invention, on a pu mettre en 
evidence le fait que KDR (resp. flk-1) est la cible de l'angiogenese pathologique. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention concerne l'utilisation 
15 d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance endotheliale vasculaire pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des 
cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber 
l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, lequel anticorps 
anti-idiotypique est couple a une toxine dont la fonction est de bloquer la traduction 
20 des proteines. 

Comme toxine, on peut citer la saporine, la ricine ou bien un element 
radioactif tel que l'iode 125 ou 131. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, l'invention concerne 
l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance endotheliale 
25 vasculaire selon pour la preparation d'un medicament destine au traitement de 
pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, pour inhiber l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales 
quiescentes, lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de son fragment Fab. 

Comme pathologies dont le traitement necessite 1' inhibition de 
30 l'angiogenese, on peut citer le cancer, les retinopathies diabetiques et le rejet de 
greffes de cornee. 

L'invention concerne l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur 
de croissance endotheliale vasculaire, pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un 
35 processus d'angiogenese pour favoriser l'angiogenese, sans affecter les cellules 
endotheliales quiescentes. 
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Comme pathologies dont le traitement necessite la stimulation de 
l'angiogenese, on peut citer la cicatrisation, la reperfusion de territoires ischemics 
lors de thrombose arterielle ou veineuse. 

L' invention concerne. l'utilisation d'anticorps anti-idiotypiques pour la 
5 preparation d'un medicament destine a stimuler l'angiogenese physiologique pour 
augmenter la vitesse de la formation des vaisseaux sanguins au cours de la 
cicatrisation, de la maturation du corps jaune de l'ovaire ou stimuler l'angiogenese 
au cours de pathologies obstructives des vaisseaux afin de reperfuser des territoires 
ischemies lors de thrombose vasculaire. 
10 Les anticorps anti-idiotypes de 1" invention peuvent egalement etre utilises 

pour la preparation d'un produit de diagnostic de pathologies impliquant des 
cellules endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese. 

La mise en evidence de 1' absence de reaction des tissus sains a la 
stimulation de KDR par voie generate ouvre la voie a la cartographie de territoires 
15 exprimant le KDR ou le flk-1. Une injection de d'anticorps anti-idiotypiques iodes 
du facteur de croissance endotheliale vasculaire peut permettre de visualiser des 
tumeurs sans liaison a des organes sains. 

L' invention concerne un anticorps anti-id iotypique du facteur de 
croissance endotheliale vasculaire caracterise en ce qu'il est un ligand du recepteur 
20 humain KDR ou du recepteur murin flk-1 et qu'il n'est pas un ligand de fit. 

L' invention concerne des anticorps anti-idiotypiques du facteur de 
croissance endotheliale vasculaire caracterises en ce qu'ils presentent les proprietes 
suivantes : 

- ils sont specifiques vis-a-vis de KDR, 
25 - ils sont circulants, 

- ils presentent une duree de demi-vie d'environ 23 jours, notamment 
d'environ 21 jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- ils induisent la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 
200 kDa, 

so - ils induisent la proliferation des cellules endotheliales vasculaires, 

- ils n' induisent pas la migration de cellules endotheliales, 

- ils stimulent l'angiogenese, 

- ils ne provoquent pas d' hypotension arterielle, 

- ils n'affectent pas la permeabilite des vaisseaux. 

35 La specificite vis-a-vis de KDR peut etre determinee selon le test de 

competition avec le VEGF radioiode vis-a-vis de sa liaison a des cellules COS 
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transferees avec des vecteurs d'expression eucaryote contenant la sequence du 
KDR (Terman et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1992, 187:1579-1586). 

A la difference des anticorps anti-idiotypiques de 1' invention, VEGF n'est 
pas specifique vis-a-vis de KDR puisqu'il peut se Iier au recepteur fit. 
5 L'interet de la specificite des anticorps anti-idiotypes de 1' invention est de 

cibler sur les cellules endotheliales angiogeniques des drogues qui n'affectent pas 
les cellules endotheliales quiescentes. 

L' expression "circulant" signifie vehicule librement dans le sang circulant 
et non capte par les parois vasculaires. 
10 A la difference des anticorps anti-idiotypes de l'invention, VEGF n'est pas 

circulant. L'interet de ce que les anticorps anti-idiotypes de l'invention soient 
circulants est de cibler sur les cellules endotheliales angiogeniques des drogues qui 
n'affectent pas les cellules endotheliales quiescentes. 

S'agissant de la duree de demi-vie des anticorps anti-idiotypiques, elle est 
15 variable d'une espece a 1' autre ; par exemple pour le rat, elle est de 7 jours. 

La duree de demi-vie des anticorps de l'invention peut etre mesuree selon 
le test suivant : injection intraveineuse de 1 fxCi de ligand radioiode, puis recueil a 
differents intervalles de temps de sang et comptage de la radioactivite. La duree de 
demi-vie correspond au temps necessaire pour que 50% de la radioactivite initiale 
20 ait disparu du sang circulant. 

La duree de demi-vie du VEGF est inferieure a 6 minutes (Beuters et al., 
Circulation, 1995); la duree de demi-vie des IgG est de l'ordre de 23 jours. 

La proteine de 200 kDa sur laquelle les anticorps-anti-idiotypiques 
induisent la phosphorylation d'une tyrosine est KDR. 
25 Cet aspect signifie que l'activation de KDR par les anticorps anti-idiotypes 

peut declencher des fonctions necessitant la phosphorylation de KDR. 

Cet aspect peut etre mesure par le test de phosphorylation decrit dans les 
exemples. 

L' induction de la proliferation des cellules endotheliales vasculaires 
30 signifie qu'elles se multiplient. 

Ceci peut etre determine selon le test decrit dans les exemples. 

Les anticorps de l'invention induisent la proliferation des cellules 
endotheliales vasculaires plus fortement que VEGF, c'est-a-dire dans un rapport 
d'environ 2 fois. 

35 L'interet de cette augmentation de 1' induction de la proliferation des 

cellules endotheliales par les anticorps anti-idiotypiques de l'invention est que la 
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liaison des anticorps anti-id iotypes au recepteur KDR suivie de la phosphorylation 
sur une tyrosine de KDR suffit a declencher la proliferation cellulaire. 

L' absence de migration des cellules endothelials signifie que les anticorps 
anti-idiotypes miment, parmi les effets declenches par le VEGF, ceux qui sont 
5 medies par KDR et non ceux qui sont medies par flt-1. 

Cet aspect peut etre mesure par le test decrit dans les exemples. 
A la difference des anticorps de l'invention, VEGF induit la migration des 
cellules endotheliales. 

L'interet presente par les anticorps de l'invention est de demontrer leur 
10 absence d'effet sur le recepteur flt-1 grace aux tests de migration et de permeabilite 
explorant la fonction de flt-1 . 

La stimulation de l'angiogenese signifie que la liaison des anticorps anti- 
idiotypes au recepteur KDR suivie de la phosphorylation sur une tyrosine de KDR 
et de la proliferation cellulaire suffisent a declencher l'angiogenese. 
is Ceci peut etre quantifie par le test decrit dans les exemples. 

Le fait que les anticorps de l'invention. n'affectent pas la permeabilite des 
vaisseaux signifie que les anticorps anti-idiotypes miment, parmi les effets 
declenches par le VEGF, ceux qui sont medies par KDR et non ceux qui sont 
medies par flt-1, par exemple la permeabilite vasculaire. 
20 Ceci peut etre determine selon le test suivant : des cellules endotheliales 

de cornee sont ensemencees (40 000 cellules/cm 2 ) sur des filtres (12 mm de 
diametre) prealablement incubees 16 heures a 4°C avec du PBS supplements de 
2 mg/ml de gelatine (Millicell-Millipore). Les puits sont disposes dans des boites 
de 24 puits (diametre 16 mm). Apres 5 jours, la resistance electrique entre le 
25 compartiment intracellulaire et extracellulaire est mesuree (de l'ordre de 180 Q). 
Les modulateurs sont ajoutes et la resistance mesuree toutes les 10 minutes. Sous 
l'effet de VEGF (5-50 ng/ml) la resistance chute a 150 m en 90 minutes environ. 
Une diminution de la resistance traduit done une augmentation de la permeabilite. 
Cette fonction est mediee par le recepteur flt-1 et non le recepteur KDR. 
30 A la difference des anticorps de l'invention, VEGF affecte la permeabilite 

des vaisseaux. L'interet de l'invention est done de montrer que les anticorps anti- 
idiotypes ne stimulent pas in vivo les effets medies par le recepteur flt-1. 

L'invention concerne egalement le fragment Fab des anticorps anti- 
idiotypiques selon l'invention. 
35 L'invention concerne egalement le complexe entre un anticorps anti- 

idiotypique selon l'invention et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine, 
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la ricine ou bien entre un anticorps anti-idiotype selon 1' invention et un element 
radioactif tel que l'iode 125 ou 131. 

L' invention a egalement pour objet un anticorps anti-idiotypique selon 
1' invention, susceptible d'etre obtenu selon le procede suivant : 
5 - on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographie d'affinite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d'affinite pour le VEGF, 

10 - on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 

purifiees chez 1' animal de la meme espece que celui utilise lors de 1' injection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de meme origine que celui 
utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
15 proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 
Ig pre-immunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des 
20 IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 

Pour faire la preuve de Taction in vivo des anti-idiotypes de 
1' invention, seule la purification sur proteine A sepharose est necessaire. 

L'invention concerne egalement un procede de preparation d'un anticorps 
anti-idiotypique selon l'invention, caracterise en ce que : 
25 - on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographie d'affinite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d'affinite pour le VEGF, 

30 - on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 

purifiees chez 1' animal de la meme espece que celui utilise lors de 1' injection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de la meme origine que 
celui utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 

35 proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 
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. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 

Ig pre-immunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 

eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des 

IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 
Pour preparer les fragments Fab des anticorps de 1' invention, on peut 
proceder de la facon suivante : les fragment Fab sont prepares a partir de 200 mg 
d'Ig2 Id dissoutes dans 42 ml contenant 3,5 mg de papaine et 0,1 M EDTA 
(ethylene diamine tetra acetic acid) et 0,1 M de cysteine. Le melange est incube 
4 heures a 37°C, puis la reaction est arretee par 4,6 ml de iodacetamide 0,3 M. Le 
melange est alors dialyse contre 2 litres de PBS a 4°C pendant 16 heures, puis 
chromatographic sur une colonne de 10 ml de proteine A sepharose. Les fragments 
Fab sont recuperes dans le volume mort. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent a titre de substance active au moins un 
anti-idiotype selon 1' invention, ou au moins un fragment Fab selon 1' invention ou 
au moins un complexe selon 1' invention. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
deduites des sequences des domaines hypervariables des fragments Fab des 
anticorps anti-idiotypes. 

L' invention est egalement relative a des compositions pharmaceutiques 
deduites de la structure tridimensionnelle des fragments Fab des anticorps anti- 
idiotypes determinee par cristallographie et diffraction aux rayons X, dichroi'sme 
circulaire, resonnance magnetique nucleaire. 

DESCRIPTION DES FIGURES : 

La Figure 1 represente 1' inhibition de la liaison du VEGF iode a ses 
recepteurs par 1' anticorps anti-idiotypique J. On en conclut que 1' anticorps J ne 
deplace pas la liaison de VEGF au recepteur flt-1 . 

Les concentrations indiquees de VEGF ou anti-Id J sont incubees avec des 
cellules COS transferees 48 heures au prealable par 1 iig/m\ de vecteur pSV7d 
contenant la sequence de flt-1 (partie A de la Figure) ou de flk-1 (partie B de la 
Figure) en presence de 1 ng/ml (partie A de la Figure) ou de 10 ng/ml (partie B de 
la Figure) de VEGF iode a 4°C. Apres 3 heures les cellules sont rincees, lysees et 
la radioactivite est comptee dans un compteur gamma. 
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La figure 2A represente 1' inhibition de la liaison du VEGF a son recepteur 
de haute affinite par la transfection de cellules FBAE par des oligonucleotides 
antisens de KDR 

Des cellules FBAE subconfluentes ensemencees dans des plaques de 
5 12 puits sont transferees avec 2 d'oligonucleotides sens (□) ou antisens (O) 
de KDR. 24 heures apres les cellules sont incubees pendant trois heures a 4°C en 
presence de concentrations croissantes de VEGF iode dans un volume final de 
500 (x\. On en conclut que J ne se lie pas aux cellules n'exprimant pas flk-l. 

La Figure 2B represente 1' inhibition de la liaison du VEGF a son 
10 recepteur de haute affinite sur des cellules FBAE par une pre-incubation avec 
l'anti-idiotype J (anti-Id J). 

Des cellules FBAE subconfluentes sont ensemencees dans des puits de 
10 cm^ et incubees pour une internalisation avec 5 /xg/ml d'anti-Id J ou d'IgG pre- 
immunes a 37°C pendant 90 mn. Les plaques sont ensuite transferees a 4°C et 
15 incubees avec des concentrations variables de VEGF iode. La liaison non 
specifique est determinee en presence de 1 pig/ml de VEGF froid (encart). Les 
donnees sont ensuite exprimees selon la representation de Scatchard. On en conclut 
que J se lie a flk-l et seulement a flk-l. 

La Figure 3 represente 1' induction de la phosphorylation par l'anti- 
20 idiotype J sur des residus tyrosine de KDR/flk-1 dans des cellules FBAE. 

Des cellules FBAE sont stimulees 10 mn a 37°C par des IgG pre- 
imrnunes, du VEGF ou de l'anti-Id J, puis elles sont lysees en tampon RIPA et le 
lysat est immunoprecipite avec un anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine 
(PY22). Les immuns complexes sont collectes sur des billes de proteine A 
25 sepharose, soumis a une electrophorese en gel de polyacrylamide, transferes sur un 
filtre de nitrocellulose et reveles soit par un anticorps monoclonal ' anti- 
phosphotyrosine PY22, soit par un anticorps polyclonal anti-flk-1. 

La Figure 4 represente la stimulation de la proliferation des cellules FBAE 
par l'anti-idiotype J. On en conclut que J phosphoryle le recepteur flk-l comme le 
so fait le VEGF. 

Des cellules FBAE sont ensemencees a 5000 cellules par puits dans des 
plaques de 12 puits en presence de VEGF, anti-Id J ou d'IgG pre-immunes a des 
concentrations variables allant de 0,01 ng/ml a 1000 ng/ml. Apres cinq jours, les 
cellules sont trypsinisees et comptees. Les donnees representees sont les moyennes 
35 de trois points et les experiences ont ete realisees quatre fois avec des resultats 
similaires. On en conclut que J stimule la proliferation des cellules FBAE. 
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La Figure 5 represente les effets de 1" injection de Ig2 Id sur le volume 

Oi moral. 

Des fragments d'adenocarcinome prostatique hormono-independant 
correspondant a un score IX de Gleason (3x3x3 mm) ont ete greffes a des souris 

5 nu/nu femelles. Un mois plus tard, quand elles deviennent cliniquement palpables, 
les animaux (n = 8-10 pour chaque groupe) recoivent 2 fois par semaine 200 ng 
d'Igl T neutralisant l'activite du VEGF (V-IgG), ou d'Igl PI (PI-IgG) ou d'Ig2 Id 
(J-IgG). Le volume tumoral a ete mesure 2 fois par semaine a 1'aide d'un pied a 
coulisses et les souris ont ete pesees. Les animaux ont ete sacrifies 3 mois apres et 

io les tumeurs photographiees. 

La Figure 6 represente 1' analyse histologique (a-c), le marquage de la 
vascularisation (d-i) et de la proliferation (j-1) de xenogreffes d'adenocarcinome 
traitees par V-IgG, PI-IgG ou J-IgG. 

Les animaux traites comme indique dans la legende de la figure 5 ont ete 

15 sacrifies 3 mois apres 1' implantation des xenogreffes, puis des coupes sont 
pratiquees dans ces tumeurs et colorees avec l'hematoxyline-eosine (a-c) Des 
coupes adjacentes ont ete revelees avec le marqueur ulex (d-f) (Ulex Europeaus 
conjugue a la peroxydase Sigma, ref. L8146), l'anticorps anti-flt-1 (Santa Cruz) 
(g-i) ou mib-1 (j-l). On en conclut que J stimule le nombre de vaisseaux et la 

20 proliferation des cellules cancereuses. 



Tableau 1 





PROLIFERATION 
(incorporation de 3 HTDR 
cpm/puits 


MIGRATION 
(cellules/champs) 


Sens 


Antisens 


Sens 


Antisens 


Rien 


30.604+4.820 
75.098+4.511 
104.355±6.212 


32.645±4.820 
46.223±2.104 
35.462±3.874 


36.4ifl.s5o 

74,0+6,1 

31,2+2,1 


27,2+5,2 
81,2+8,1 
33,4+5,4 


VEGF 


Anti-Id J 



25 Le tableau 1 represente les effets biologiques du VEGF et de 1' anti-Id J 

sur des cellules FBAE transferees par des oligonucleotides sens ou antisens de 
KDR. 
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Des cellules FBAE subconfluentes sont transferees par des 
oligonucleotides sens ou antisens de KDR comme decrit dans la description ci- 
dessus. Vingt-quatre heures apres, les cellules sont transferees en milieu sans 
serum, elles sont ensuite incubees en presence de 50 pM de VEGF, l'anti-Id J ou 

5 rien, puis elles sont marquees 4 heures avec de la thymidine tritiee apres 20 heures 
de stimulation. Parallelement, des experiences de migration sont realisees sur des 
cellules confluentes. Une incision en forme de croix de Make est effectuee sur la 
monocouche cellulaire. Les puits sont laves avec du milieu sans serum et les 
cellules sont incubees avec des concentrations de modulateurs dix fois plus elevees. 

10 Vingt-quatre heures apres, les cellules sont colorees au May-Grumwald-Giemsa et 
les cellules ayant migre sont comptees sur huit champs, chaque point est realise en 
triple. Ces experiences ont ete faites trois fois avec des resultats similaires. On en 
conclut que J ne mime qu'une partie des effets du VEGF : il stimule la 
proliferation mais pas la migration. 

15 

ABREVIATIONS UTILISEES DANS LES EXEMPLES : 

PBS (phosphate buffer saline) : solution saline de tampon phosphate. 

20 IglPI : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
sang preleve avant 1' immunisation par le VEGF. 

IglT : immunoglobulines de lapin purifiees par proteine A-sepharose a partir de 
sang preleve apres immunisation par le VEGF. 

25 

Igl anti-VEGF : IglT purifiees par VEGF-sepharose . 

Ig2 Id : immunoglobulines de lapin 2 purifiees par proteine A- sepharose a partir 
de sang preleve apres 1' immunisation par le IglT. 

30 

Ig2J (egalement designe par J) : Ig2 Id purifiees par Igl Pl-sepharose puis Igl anti- 
VEGF sepharose. 

METHODES D' ETUDE 
35 1. Fabrication d'anticorps anti-idiotypes de VEGF165. 

- Obtention des IgG pre-immunes (Igl PI) : 
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Avant chaque immunisation, du sang est preleve, le serum est fractionne 
immediatement apres le recueil et 15 ml de serum sont chromatographies sur une 
colonne de proteine A (0,9x18 cm). La colonne est lavee par du PBS et les 
immunoglobulines sont eluees par de la glycine 0,2 M tamponnee a pH 2,5, 
5 immediatement neutralises par adjonction de 1/5 du volume de K2HP04 1 M, 
puis dialysees contre du PBS. Les immunoglobulines (Igl PI) sont conservees a 
80°C jusqu'a leur utilisation. 

1.1. Obtention des anticorps anti-idiotypiques murins. 

io Des cellules AtT20 cultivees jusqu'a la confluence puis transferees dans 

du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco, ref. 13016 027) 
contenant 5 /ng/ml d'insuline et 10 ng/ml de transferrine sont stimulees par 5 ng/ml 
de FGF2 recombinant produit chez Escherichia coli (don du Dr. Herve Prats, 
U397 INSERM, Toulouse) pendant 48 heures pour augmenter la production de 
15 VEGF (Plouet, 1992). 

Le milieu conditionne (30 litres) a ete purifie comme decrit 
precedemment (Plouet, 1989). Quarante fig de VEGF murin sont separes par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide en condition denaturante, transferes sur 
une feuille de nitrocellulose. 
20 La fraction contenant le VEGF a ete decoupee puis dissoute dans 1 ml 

de dimethylsulfoxyde. Dix /xg de VEGF sont emulsionnes dans 0:25 ml d'adjuvant 
de Freund complet puis injectes chez un lapin "Fauve de Bourgogne" (Iffa-Credo), 
4 fois a 15 jours d'intervalle. 

Le sang preleve entre 3 et 7 mois apres la premiere injection est 
25 fractionne et les Ig sont purifiees par chromatographie d'affinite pour la proteine 
A; ces Ig purifiees sont appelees IglT. 

Des lapins "Fauve de Bourgogne" anesthesies recoivent une injection 
de 0,5 ml de PBS contenant du bleu Evans dans le coussinet plantaire afin de 
colorer le systeme lymphatique. Une incision cutanee est alors pratiquee, les plans 
30 cutanes liberes et le ganglion devenu bleu est alors visualise. 

Dix fxg d'lglT (5 fx\) emulsionnees dans 100 ptl d'un melange 1-1 de PBS- 
adjuvant de Freund complet sont injectes dans le ganglion poplite de chacun des 
lapins 30 minutes apres. 

L' injection d'adjuvant cree un granulome inflammatoire qui permet de 
35 palper le ganglion et done de pratiquer ulterieurement des injections transcutanees 
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sans qu'il soit necessaire d'inciser le plan cutane. 3, 6 et 9 semaines apres les 
lapins recoivent une injection intra-ganglionnaire de 10 fig d'IglT. 

Le sang preleve entre 4 et 7 mois apres la premiere injection est purifie 
comme decrit precedemment. Les Ig anti-idiotypes (Ig2J) sont alors purifiees par 
5 une serie de 2 chromatographies d'affinite, comme indique dans les paragraphes 2 
et 3 ci-apres. 

1.2. Obtention des anticorps anti-idiotypiques humains 

Le VEGF 165 a ete produit dans des cellules CHO transferees de facon 
io stable par un plasmide d'expression (prCEN-1, F. Bayard, Unite 397 INSERM) 
contenant l'ADNc du VEGF 165 (don de Judith Abraham, Scios Nova, Mountain 
View, CA). 

Les cellules sont cultivees a confluence en milieu DMEM contenant les 
antibiotiques et 10% de serum de veau nouveau-ne, puis rincees 3 fois avec du 

15 milieu DMEM sans serum et incubees 48 heures dans du milieu DMEM contenant 
5 /ig/ml d'insuline et 10 /xg/ml de transferrine. 

Deux jours apres, le milieu est collecte, centrifuge (20000g, 30 minutes) 
puis chromatographic sur heparine sepharose (0,9 x 6 cm) prealablement equilibree 
dans du tampon Tris 0,01 M, pH 7,2 contenant 0,05 M NaCl. Apres le lavage de 

20 la colonne dans le meme tampon, le VEGF est elue par un gradient de 
concentration de NaCl dans le tampon Tris. L'activite biologique du VEGF est 
mesuree par son activite mitogene (Plouet, 1989). Les milieux sont alors 
centrifuges et la quantite de VEGF produite quantifiee par radiorecepteuressai et 
par la mesure de competition avec le VEGF iode vis-a-vis de la liaison a ses 

25 recepteurs . 

Dix fj.g de VEGF sont injectes dans les ganglions poplites de lapin New- 
Zealand (INRA, Toulouse) comme decrit plus haut. Apres 3-7 mois les IglT sont 
examinees pour leur capacite a neutraliser l'effet mitogene du VEGF sur les 
cellules ACE (cellules endotheliales de capillaires de cortex de glandes surrenales 
30 bovines). 

Des lapins co-isogeniques recoivent des injections de 10 fig d'IglT 
selon le protocole decrit precedemment. 
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2- Construction des immunoadsorbants 

VEGF-sepharose 

Un g de sepharose-CNBr (Pharmacia) est mis en presence avec 2 mg de 
VEGF prealablement dialyse contre du tampon carbonate 0,1 M pH 8,5 pendant 
une nuit. Apres ce temps la matrice est lavee par centrifugations (2000 g, 
5 minutes) 3 fois avec 10 ml de tampon carbonate. Les fonctions amines restees 
libres sont ensuite bloquees par incubation avec 5 ml d'ethanolamine 0,2 M. La 
matrice est relavee 3 fois avec du PBS, une fois avec de la glycine 0,2 M pH 2,5 
pendant 5 minutes, puis avec 10 ml de K2HP04. La matrice est alors conservee 
dans du PBS supplement^ de 0,02% d'azoture de sodium jusqu'a utilisation. 

Igl pre-immunes 

La matrice d'affinite est preparee comme precedemment en mettant en 
contact 1 g de CNBr sepharose et 5 mg de Igl PI. 
Igl anti-VEGF 

Cinquante mg d'lglT sont chromatographiees sur la colonne de sepharose- 
VEGF, eluees par de la glycine pH 2,5 0,2 M, dialysees et congelees a -80 °C 
jusqu'a leur utilisation. Les Ig specifiques de VEGF representent 8 % des IglT. 

3- Purification des Ig anti-idiotypiques. 

Les Ig anti-idiotypiques purifiees sur proteine A sepharose (Ig2 Id) sont 
purifiees par une sequence de 2 chromatographies d'affinite : chromatographic sur 
IglPI-sepharose et une chromatographie sur Igl anti-VEGF-sepharose. 

Igl Pl-sepharose 

Cinquante mg d'Ig2 Id sont inoculees sur la colonne d' IglPI-sepharose 
disposee dans une colonne Economo-pack (0,2x1 cm). Une fois que les Ig2 ont ete 
separees des eventuelles Ig2 Id dirigees contre les isotypes et les allotypes de Igl 
PI, done liees au Igl PI sepharose, la fraction non retenue, done composee des Ig 
regulieres non immunes et des Ig2 J dirigees contre les domaines des Igl 
reconnaissant le VEGF, est deposee sur une colonne d'Igl anti-VEGF sepharose. 

On n'a jamais note que cette procedure permettait de separer une quantite 
mesurable d'lg anti-isotypes et anti-allotypes. 

Igl anti-VEGF-sepharose 

Les Ig anti-id non retenues sur la colonne d'IglPI, done depletees des 
eventuels anticorps anti-isotypes et anti-allotypes, sont inoculees sur la colonne 
d'Igl VEGF-sepharose disposee dans une colonne Economo-pack (0,2x1 cm). 
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La colonne est ensuite lavee avec 10 ml de PBS, puis les Ig retenues sont 
eludes avec de la glycine 0,2 M pH 2,5, immediatement neutralises avec un 
cinquieme du volume avec K2HP04 1 M, puis dialysees contre du PBS. 

Cette procedure permet de purifier des immunoglobulines anti-idiotypiques 
5 (Ig2J) qui representent 2-3 % des Ig2 Id totales. 

4- Etude de la specificite des anticorps 

Le criblage des anticorps anti-idiotypes s'effectue selon la sequence 
suivante mise au point au laboratoire: 
10 Des cellules COS ensemencees a 30 000 cellules par puits de 2 cm 2 sont 

cultivees en milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de 
penicilline et 50 fxg/m\ de streptomycine. Deux jours apres les cellules sont 
transferees en milieu ne contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 
2 /xg/ml de plasmide pSV7d contenant l'ADNc de flt-1 ou de flk-l (dons de L. 
15 Williams, UCSF) et 10 /xg/ml de lipofectine pendant 30 minutes. 

Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 
serum de veau foetal pendant 48 heures. 

La liaison de VEGF radioiode (1-2 10$ cpm/ng) aux cellules COS 
transferees est mesuree a 4 °C. Les cellules sont lavees 2 fois avec du tampon de 
20 liaison (DMEM contenant 20 mM Hepes et 1 mg/ml de gelatine ajustee a un pH de 
7.4. Les concentrations desirees de VEGF iode (1 ng/ml pour les cellules COS/flt- 
1 et 10 ng/ml pour les cellules COS/flk-1) sont ajoutees avec des concentrations 
variables de VEGF non marque ou d'Ig2 Id ou Ig2 J sous un volume final de 
0.5 ml. La liaison non specifique est determinee en presence d'un exces -500 ng- 
25 de VEGF purifie. Les liaisons totale et non specifique sont determinees en double. 

Apres deux heures les cellules sont lavees 3 fois avec du tampon froid. et 
lysees avec 0.5 ml de NaOH 0.2 M. L'iode 125 contenu dans le materiel solubilise 
est compte dans un compteur gamma. 

En parallele des cellules FBAE (foetal bovine aortic endothelial cells) 
30 ensemencees a 100 000 cellules par puits de 10 cm 2 sont cultivees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau foetal et 100 Ul/ml de penicilline et 
50 mg/ml de streptomycine. 2 jours apres les cellules sont transferees en milieu ne 
contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 10 mg/ml d' oligonucleotides 
sens ou antisens du KDR prealablement incubes avec 10 mg/ml de lipofectine 
35 pendant 30 minutes. 



WO 97/235,0 -.6- PCT/FR96/0204! 



Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 
serum de veau foetal, pendant 24 heures. Des cellules FBAE subconfluentes non 
transferees sont aussi incubees 90 minutes avec les IgG anti-idiotypiques ou les 
Igl PI. Les cellules sont alors transferees a 4°C puis incubees 3 heures avec des 
5 concentrations variables de VEGF iode en presence (liaison non specifique) ou 
absence (liaison totale) de 1 M g/ml de VEGF. Les donnees sont alors analysees 
selon la representation de Scatchard (Scatchard, 1949) par le programme de 
Munson (Munson, 1980). 



10 5. Activities biologiques des anticorps 

Phosphorylation des recepteurs 

Des cellules FBAE sont stimulees 10 mn a 37°C avec 1 nM de VEGF ou 
Ig2 J puis elles sont lysees en tampon RIPA (Tris 50 mM pH 7,5, Nonidet P 40 
Sigma, ref. N6507, 1%, EDTA 1 mM, 5 M g/ml de chacun des inhibiteurs de 

15 proteases suivants : benzamidine, pepstatine, leupeptine, aprotinine et le lysat est 
immunoprecipite avec un anticorps monoclonal anti- phosphotyrosine (PY22, 
Amersham). Les immuns complexes sont collectes sur des billes de proteine A- 
sepharose puis separes par une electrophorese en gel de polyacrylamide. Les 
proteines sont transferees sur un filtre de nitrocellulose et revelees par soit 

20 1' anticorps monoclonal anti-phosphotyrosine PY22 (figure 3), soit par un anticorps 
polyclonal commercial (Santa-Cruz) anti-flk-1 (figure 3). 
Proliferation 

Des cellules FBAE ensemencees a 20 000 cellules par puits de 4 cm 2 sont 
cultivees en milieu DMEM contenant 10% de serum de veau foetal et 100 Ul/ml 

25 de penicilline et 50 /xg/ml de streptomycine. Deux jours apres les cellules sont 
transferees en milieu ne contenant ni serum ni antibiotiques et incubees avec 
10 jig/ml d 'oligonucleotides sens ou antisens du KDR prealablement incubes avec 
10 /xg/ml de lipofectine pendant 30 minutes. 

Apres 6 heures, le milieu est remplace par du DMEM contenant 10% de 

so serum de veau foetal. 24 heures apres les cellules sont transferees en milieu sans 
serum puis alors incubees en presence de 50 pM de VEGF, d'Ig2 J ou de PBS 
seul. Entre la 68eme et la 72eme heure 1 microcurie (/xCi) de thymidine tritiee est 
ajoute. Les cellules sont rincees 3 fois avec du PBS a 4 °C, 1 fois avec de l'acide 
trichloracetique dilue a 10%, puis lysees dans NaOH 0.2 M. Le lysat est alors 

35 compte a l'aide d'un compteur a scintillation. . 
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Dans des experiences similaires, des cellules FBAE sont ensemencees a 
5000 cellules par puits dans des plaques de 12 puits en presence de VEGF, Ig2 J 
ou Igl PI a des concentrations variables allant de 0,01 ng/ml a 1000 ng/ml. Apres 
cinq jours, les cellules sont trypsinisees et comptees. Les donnees representees sont 
5 les moyennes de trois points et les experiences ont ete realisees quatre fois avec des 
resultats similaires. 

Migration 

Des cellules ACE sont ensemencees a 100 000 cellules par puits de 4 cm 2 . 

10 Des cellules sont enlevees de la monocouche selon une aire representant une croix 
de Make a l'aide d'un cone de surface calibree. Les cellules sont rincees et 
incubees avec des concentrations de modulateurs (VEGF, Ig2 J, PBS) dix fois plus 
elevees que celles utilisees pour les experiences de proliferation. 24 heures apres 
les cellules sont colorees au May-Grumwald-Giemsa et les cellules ayant migre 

15 sont comptees sur huit champs, chaque point etant realise en triple. Ces 
experiences ont ete faites trois fois avec des resultats similaires. 

Effet biologique sur la permeabilite : 

Des cellules endothelials (lO^/cm 2 ) de cornee sont deposees sur des 

20 filtres (diametre 0,45 m, Transwell*, Costar) prealablement incubes avec 1 mg/ml 
de collagene type 1 dissous dans du PBS. Le filtre est alors depose dans un puits de 
boite de culture multipuits (Nunc) contenant 0.5 ml de milieu DMEM et 15% de 
serum de veau foetal dans la chambre superieure et la chambre inferieure. Trois 
jours apres que les cellules aient atteint la confluence, les cellules sont rincees et 

25 incubees dans du milieu sans serum. La resistance de la couche de cellules est 
mesuree (appareillage Millicel*. Millipore). Dans 3 series de puits identiques 
(3 puits par condition), 20 ng/ml de VEGF ou de facteur de croissance du placenta 
(qui ne se lie qu'au recepteur flt-1) ou 200 ng d'anticorps Ig2 J immunopurifie sont 
incubes dans la chambre superieure et la resistance est mesuree toutes les 

30 10 minutes. La resistance diminue des 15 minutes, est minimale a 30 minutes et 
augmente ensuite pour atteindre son niveau de base apres 90 minutes uniquement 
dans les puits traites par VEGF ou le facteur de croissance du placenta, et pas dans 
ceux traites par Ig2 J . 

Ces resultats montrent que, la resistance diminuant, la permeabilite 

35 augmente par un mecanisme secondaire a 1' activation du recepteur flt-1. Ig2 J ne se 
liant pas a flt-1 , il n'affecte effectivement pas la permeabilite. 
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Hypotension : 

Le VEGF injecte par voie intravasculaire declenche une hypotension, pas 
les anticorps anti-idiotypes du VEGF (qui n'agissent que sur les cellules 
endotheliales ayant acquis un phenotype angiogenique). 

Angiogenese corneenne 

Des lenticules impregnes de 2 M l de vehicule (PBS contenant 50 mg de 
serum albumine bovine) ou de vehicule et 200 ng de VEGF ou 600 ng d'Ig2 J sont 
inseres dans le stroma corneen a 2 mm du limbe chez des lapins New-Zealand. 
Apres 12 jours la surface neovascularisee en regard de 1' implant est quantifiee sur 
une echelle de 0 a 4 (Favard, 1992). 

Angiogenese tumorale 

Un adenocarcinome prostatique (grade IX de Gleason) a ete propage 
seriellement chez des souris immunodeprimees (Iffa-Credo). Un mois apres les 
souris ont recu 2 fois par semaine une injection intraperitoneale de 200 fig d'lglT 
ou IgGl PI ou Ig2 Id (toutes Ig purifiees par affinite pour la proteine A sepharose). 
Les tumeurs ont ete mesurees 2 fois par semaine. Les souris ont ete sacrifices 
2 mois apres. Les coupes de tumeurs ont ete incubees avec des anticorps Mib-1 
(Immunotech) qui ne marquent que les cellules en phase mitotique, la lectine ulex 
(European) conjuguee a la peroxydase (Sigma) qui ne marque que les cellules 
endotheliales; et 1' anticorps anti-fit- 1. 

RESULTATS 

Aucun serum pre-immun (n = 18) ne contenait d'IgG interferant avec la 
liaison du VEGF iode sur des cellules COS transferees par des vecteurs 
d' expression des recepteurs flt-1 ou flk-1. En revanche 20% des serums anti- 
idiotypiques contiennent des IgG se liant a flk-1. Une preparation d'Ig2 Id purifiees 
a partir de serum recueilli entre 4 et 7 mois apres 1' immunisation a ete selectionnee 
;o (Ig2 J) qui inhibe totalement la liaison du VEGF iode aux cellules COS transferees 
avec flk-1 (la concentration qui declenche 50% de 1' inhibition est d' environ 
400 ng) mais n'interferent pas avec sa liaison aux cellules transferees par flt-1 
(Figure 1). 

La transfection de cellules FBAE par des oligonucleotides antisens de 
is 15 mers centres sur le codon d' initiation de la traduction de KDR inhibe 20-25 % 
des sites de liaison du VEGF iode. L* analyse des resultats selon Scatchard a 
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montre que cette reduction de la liaison s'effectuait exclusivement sur le site de 
liaison de plus haute affinite 5 pM (Figure 2A). La liaison a ce site est aussi 
inhibee par la pre-incubation de cellules FBAE par les Ig2 J (Figure 2B). 

Ig2 J et VEGF induisent la phosphorylation sur une tyrosine d'une 
5 proteine de 200 kDa. La revelation de cette espece moleculaire par des anticorps 
diriges contre flk-1 atteste que le recepteur flk-1 est bien phosphoryle par Ig2 J 
(Figure 3). 

Ig2 J et VEGF induisent la proliferation des cellules ACE (la moitie de la 
proliferation maximale est obtenue avec 1,2 ng de Ig2J et 0,5 ng de VEGF) a un 
10 niveau significativement superieur a celui obtenu en presence de VEGF 
correspondant a 1,8 (VEGF) et 3,1 (Ig2J) fois le nombre de cellules comptees dans 
les puits non stimules (Figure 4). 

En revanche Ig2 J n' induisent pas de migration des cellules endotheliales 
(Table 1). 

is Afin de verifier si ces Ig modulaient l'angiogenese, des implants contenant 

200 ng de VEGF ou 600 ng De Ig2 J ou le PBS seul ont ete greffes dans le stroma 
corneen de lapins. 12 jours apres, il n'a pas ete observe de neovascularisation en 
regard des implants contenant le PBS seul. En revanche une neovascularisation 
d'intensite equivalente a ete observee en regard des implants contenant 5 pmoles de 

20 VEGF ou Ig2 J (2.78 et 2.45 respectivement). L'analyse histologique de la retine 
n'a montre aucune reaction proliferative bien que le VEGF soit synthetise, du 
moins in vitro, par les cellules endotheliales, les pericytes et epitheliales 
pigmentees. 

25 Exemple 1 : 

Tumeur de la prostate : 

Le VEGF etant actuellement reconnu comme 1'inducteur majeur de 
l'angiogenese tumorale, ces Ig2 Id ont ete injectees chez des souris greffees un 
mois auparavant des fragments d'adenocarcinome prostatique. Apres 1 mois de 

30 traitement par les Ig2 J, le volume des tumeurs est significativement superieur a 
celui des tumeurs traitees par des Igl PI (Figure 5). 

L'analyse immunohistochimique des coupes de tumeur a montre que ces 
anticorps induisent in vivo une proliferation cellulaire mesuree par 
immunohistochimie avec 1' anticorps mib-1. En revanche aucune cellule positive par 

35 dans les organes sains (foie, rein, poumon, retine, cerveau) mais stimulent 
l'angiogenese mesuree par le test d' implants corneens. Ces proprietes en font un 
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marqueur specifique des cellules endothelials ayant acquis un phenotype 
angiogenique. 

Le VEGF induit l'angiogenese et la permeabilite. J induit l'angiogenese 
mais pas la permeabilite. 

5 Cela pourrait representer un avantage majeur en therapeutique des 

ischemies. Ainsi, il a ete montre chez l'homme que le VEGF induit un effet 
benefique sur l'ischemie par angiogenese et done reperfusion des territoires 
ischemies (Isner J.M., Pieczek A., Schainfeld R., Blair R., Haley L., Asahara T., 
Rosenfield K., Razvi S., Walsj K., Symes J.F. Clinical evidence of angiogenesis 

10 after arterial gene transfer of VEGF 165 in patients with ischemic limb. Lancet, 
1996, MS-370-374), mais il est aussi apparu une complication sous la forme d'un 
oedeme severe du membre traite (du a Taction du VEGF sur la permeabilite) qui 
ne devrait pas se produire lors d'un traitement avec Ig2 J. 

15 Exemple 2 : 

Tumeur du sein : 

Des souris sont ovariectomisees, puis on leur greffe un implant 
d'oestrogene qui ne sera actif que pendant 3 semaines. Des cellules cancereuses 
humaines de cancer de sein (MCF7) declenchent une tumeur qui s'arrete de croitre 
20 apres 3 semaines quand les oestrogenes ne sont plus actifs. Si Ton injecte des 
anticorps anti-idiotypes de VEGF (agonistes du recepteur flk-l), les tumeurs 
continuent de croitre, mais les anticorps anti-idiotypes de VEGF stimulent la 
vascularisation. 

25 Commentaires : 

Utilisation des anti-idiotypes de facteurs de croissance angiogeniques en 
chimiotherapie : 

La chimiotherapie anticancereuse classique vise a ralentir la proliferation 
cellulaire, done a diminuer le nombre relatif des cellules a haut potentiel de 

30 multiplication, en particulier les cellules cancereuses, mais aussi des cellules 
normales comme celles des parois digestives. Par ailleurs, une tumeur ne peut se 
developper que si elle est vascularisee. Une alternative therapeutique consisterait a 
reduire la vascularisation tumorale par vectorisation de toxines ou d'antimitotiques 
sur ces neovaisseaux a condition de choisir une cible qui ne soit pas presente sur 

35 les vaisseaux normaux, ce qui fait l'objet de l'invention. 
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Toute tumeur ne peut se developper que si elle synthetise et relargue vers 

5 les vaisseaux pre-existants des facteurs de croissance angiogeniques qui induisent la 
migration, la proliferation et la differentiation des cellules endothelials en 
neovaisseaux. Parmi les facteurs angiogeniques, le VEGF (vascular endothelial 
growth factor, c'est-a-dire facteur de croissance endothelial vasculaire) est 
actuellement reconnu comme l'acteur majeur des neovascularisations non 

10 controlees observees dans la progression tumorale, la retinopathie diabetique ou la 
polyarthrite rhumatoi'de. Or, un facteur de croissance peut induire de nombreux 
effets differents selon qu'il se lie a l'un ou a l'autre de ses recepteurs, par exemple 
la proliferation ou la survie. Done, rimmunoneutralisation peut avoir des effets 
benefiques sur l'inhibition de la neovascularisation, mais aussi des effets 

15 indesirables sur la diminution de la survie de 1' endothelium sain. Par ailleurs, la 
demi-vie du VEGF est de 3 minutes. II ne circule pas et ne peut done atteindre sa 
cible apres injection par voie systemique. 

La construction d'agonistes de recepteurs du VEGF doit done repondre a 
deux imperatifs de specificite et de biodisponibilite. Pour cela, on a mis a profit la 

20 reponse idiotypique pour obtenir des images internes des domaines de liaison du 
VEGF a KDR, qui, du fait de sa structure immunoglobulinique, est circulant. 



WO 97/23510 . 22 . PCT/FR90/O2O41 



Resultats obtenus : 



La presente invention propose un protocole de fabrication d'agonistes 
specifiques de recepteurs de facteurs de croissance utilisables par voies 
systemiques. On a ainsi obtenu des agonistes specifiques du recepteur KDR du 
VEGF. 



L'agoriiste du recepteur KDR : 

- induit la Revascularisation de tumeurs d'adenocarcinomes de prostate et 

de sein, 

- n'induit pas la proliferation indesirables de l'endothelium sain, 

- n'induit pas la permeabilite capillaire a la difference du VEGF, 

- n'induit pas d'hypotension a la difference du VEGF. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
5 endotheliale vasculaire pour la preparation d'un medicament destine au traitement 

de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees dans un processus 
d'angiogenese, soit pour inhiber l'angiogenese, soit pour favoriser l'angiogenese, 
sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, ou pour la preparation d'un 
produit de diagnostic de pathologies impliquant des cellules endotheliales engagees 
to dans un processus d'angiogenese. 

2. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire pour la preparation d'un medicament destine au traitement 

15 de pathologies impliquant les cellules endotheliales angiogeniques, par stimulation 
selective du recepteur KDR. 

3. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
20 endotheliale vasculaire selon l'une des revendications 1 ou 2 pour la preparation 

d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules 
endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese, pour inhiber 
l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes, lequel anticorps 
anti-idiotypique est couple a une toxine dont la fonction est de bloquer la traduction 
25 des proteines ou lequel anticorps anti-idiotypique est sous forme de fragment Fab. 

4. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
endotheliale vasculaire selon l'une des revendications 1 ou 2, pour la preparation 

30 d'un medicament destine au traitement de pathologies impliquant des cellules 
endotheliales engagees dans un processus d'angiogenese pour favoriser 
l'angiogenese, sans affecter les cellules endotheliales quiescentes. 

35 5 - Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 

endotheliale vasculaire selon la revendication 3, dans lequel 1' anticorps est couple a 
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une toxine choisie parmi la saporine, la ricine ou bien un element radioactif tel que 
l'iode 125 ou 131. 

5 6. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques pour la preparation d'un 

medicament destine a stimuler l'angiogenese physiologique pour augmenter la 
vitesse de la formation des vaisseaux sanguins au cours de la cicatrisation, de la 
maturation du corps jaune de l'ovaire ou stimuler l'angiogenese au cours de 
pathologies obstructives des vaisseaux afin de reperfuser des territoires ischemics 

10 lors de thrombose vasculaire. 

7. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques associes a une toxine ou de 
fragment Fab d'anticorps anti-id ioty pique pour la preparation d'un medicament 

15 destine au traitement de pathologies necessitant 1' inhibition de l'angiogenese telles 
que cancer, retinopathies diabetiques et le rejet de greffes de cornee. 

8. Utilisation d'anticorps anti-idiotypiques du facteur de croissance 
20 endotheliale vasculaire selon la revendication 1, pour la preparation d'un produit 

de diagnostic de pathologies impliquant des cellules endothelials engagees dans un 
processus d'angiogenese. 

25 9. Anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance endotheliale 

vasculaire caracterise en ce qu'il est un ligand du recepteur humain KDR ou du 
recepteur murin Flk-1 et qu'il n'est pas un ligand de fit. 

30 10. Anticorps anti-idiotypique du facteur de croissance endotheliale 

vasculaire caracterise en ce qu'il presente les proprietes suivantes : 

- il est specifique vis-a-vis de KDR, 

- il est circulant, 

- il presente une duree de demi-vie d' environ 23 jours, notamment 
35 d'environ 21 jours, et en particulier de 22,5 jours, 

- il induit la phosphorylation sur une tyrosine d'une proteine de 200 kDa, 
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- il induit la proliferation des cellules endothelials vasculaires, 

- il n' induit pas la migration de cellules endotheliales, 

- il stimule l'angiogenese, 

- il ne provoque pas d'hypotension arterielle, 

5 - il n'affecte pas la permeabilite des vaisseaux. 



11. Fragment Fab de l'anticorps anti-idiotypique selon la revendication 

9. 

10 

12. Complexe entre un anticorps anti-idiotypique selon la revendication 
9 et une toxine, en particulier choisie parmi la saporine, la ricine ou bien entre un 
anticorps anti-idiotype selon la revendication 9 et un element radioactif tel que 

15 l'iode 125 ou 131. 



13. Anticorps anti-idiotypique selon la revendication 9, susceptible 
d'etre obtenu selon le procede suivant : 
20 - on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 
VEGF specifiques, par exemple par chromatographie d'affinite pour la proteine A, 
puis dans une etape evenruelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d'affinite pour le VEGF, 

25 - on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 

purifiees chez 1' animal de la meme espece que celui utilise lors de 1' injection de 
VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de meme origine que celui 
utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
30 proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 

. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 
Ig preimmunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des 
35 IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 
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14. Procede de preparation d'un anticorps anti-idiotypique selon la 
revendication 9, caracterise en ce que : 

- on injecte du VEGF purifie chez un animal, notamment un lapin, 

5 - on preleve le sang pour recuperer les Ig purifiees contenant des IgG anti- 

VEGF specifiques, par exemple par chromatographie d'affinite pour la proteine A, 
puis dans une etape eventuelle, on purifie les IgG anti-VEGF specifiques a partir 
des Ig purifiees, par exemple par chromatographie d'affinite pour le VEGF, 

- on injecte les susdites Ig purifiees ou les susdites IgG anti-VEGF 
io purifiees chez 1' animal de la meme espece que celui utilise lors de 1' injection de 

VEGF, notamment dans les ganglions poplites de lapin de meme origine que celui 
utilise lors de 1' injection de VEGF, 

- on preleve le sang pour recuperer les Ig totales, par exemple par la 
proteine A, puis pour soumettre les Ig totales a deux immunoadsorbtions : 

15 . une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec les 

Ig preimmunes du lapin qui a servi a faire les IgG anti-VEGF, pour 
eliminer les anticorps anti-allotypes ou isotypes, 
. une immunoadsorbtion sur une colonne d'affinite preparee avec des 
IgG anti-VEGF, pour purifier les anti-idiotypes. 

20 

15. Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles 
comprennent a titre de substance active un anti-idiotype selon la revendication 9 ou 
10, ou le fragment Fab selon la revendication 11 ou le complexe selon la 

25 revendication 12. 



WO 97/23510 



PCT/FR96/02041 

1/7 



Fi gure 1 



O 
> 



A 

120 

100- 
80- 
60- 
40- 
20. 
0 



flt-1 




□ 


VEGF 


♦ 


Anti-Id J 


1 1 1 III III 1 TTT 



,001 ,01 ,1 

B 

ioo_ flk-1 



. 80j 

— 60 

S 40-1 

5 20-. 



rs 



0 



10 



100 




■f i I il llij * i~i rr »n 1 — i — mrrq 1 — t — i tt nrj i i tttt 

,001 ,01 ,1 1 10 100 

Modulateurs (nM) . 



WO 97/23510 ^ ^ PCT/FR96/02041 

t 

2/7 



Figure 2A 
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Figure 2R 
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Figure 5 
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P j the international application as originally filed. 
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, as originally filed, 
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the drawings, 
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sheets/fig 
sheets/fig 
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, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

|~ I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



3 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 
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NO 
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NO 
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Citations and explanations 



The International Preliminary Examining Authority 
considers that the subject matter of claims 1-15 is 
neither described nor suggested in the documents 
cited in the international search report, and thus 
complies with the requirements of PCT Article 33(2) 
and (3) . 



Document Dl (J. Cell. Biochem. Sup. 18A, p. 328, 
XP000602723, abstract EZ311) describes the 
preparation of anti-idiotypic antibodies to VEGF, 
but contains no information on the properties 
thereof . 



Indeed, in the light of the abstract of Dl, the 
existence of anti-idiotypic antibodies to VEGF as a 
ligand specific for HDR (or Flk-1) instead of fit 
(claim 9) , or having the specific features according 
to claim 10, was not obvious at all. 

Furthermore, the essential technical features of 
claims 1 and 2 ("without stimulating quiescent 
endothelial cells" and "selective KDR receptor 
stimulation") are not mentioned anywhere in the 
available prior art documents. 
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Since all of these features confer a range of 
unexpected technical advantages to said antibodies 
(see pages 5-6 of the description), the subject 
matter of claims 1-15 involves an inventive step. 
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Continuation of: VI . 



Document D2 (C. R. ACAD. SCI. Paris, Science de la vie 
319, May 1996, pages 411-415) was published before the 
filing date but after the priority date of the present 
application . 

Assuming that the priority date claimed may be granted, 
D2 is not part of the prior art as defined in PCT Rule 
64.1. 
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